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@ Liplde undTenside in wassriger Phase. 

@ Die vorliegende Erflndung betrifft ein neues, vortellhaf- 
tes Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen 
in wassriger Phase, indem man eine homogene Mischung 
eines ionischen Tensids und eines Lipids dispergiert. Die 
Bildung der unilamellaren Liposome erfolgt spontan, d.h. 
ohne zusatzliche aussere Energiezufuhr, Die verfahrensge- 
mass erhaltlichen Liposome konnen als Trager von Wirk- 
stoffen unterschiedlichster Art therapeutisch verwendet 
werden. 
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Lipide und Tenside in wassriger Phase 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von unilamellaren Liposomen in wassriger Phase. 

Liposomeri sind in der Literatur in zahlreichen Verof f ent lichungen 
beschrieben worden, Ihr Aufbau.und ihre Verwendung ist Gegenstand 
vieler Untersuchutigen. Man unterscheidet uniXamelare Liposomen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von mul t ilamellaren Liposomen mit 
mehreren Doppelschichten aus Lipiden, die zwiebel f drmig angeordnet 
sind, - 

Unilamellare Liposomen haben einen Durchmesser von ca, 200 bis 
50000 A, vorzugsweise ca, 200 bis 30000 A. Die kugelformige Hiille 
besteht aus einer Doppelschicht der Lipidkomponenten, z.B. amphi- 
patischen Lipiden, z,B. Phospholipiden, z.B. Phosphat idsaure , 
Lecithin oder Kephalin, und gegebenenf al Is neutralen Lipiden, z.B, 
Cholesterin. Diese Doppelschicht umschliesst einen Innenraum, der 
eine wassrige Phase enthalt, 

Es besteht grosses Interesse an der therapeut ischen Verwendung von 
Liposomen als Trager von Wirkstoffen unterschiedl ichster Art. So 
sind Liposomen als Trager von Proteinen, z.B. Antikorpern oder 
Enzymen, Hormonen , Vitaminen oder Genen oder zu analyt ischen Zwecken 
als Trager von markierten Verbindungen vorgeschlagen worden. Als 
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Beispiel sei die US-Patentschrift 3,993,754 genannt , welche ein 
chemotherapeut isches Ver f ahren bei der Behandlung von Tuniorzellen 
unter Verwendung von Liposomen als Trager zum Gegenetand hat. 

Der betreffende Wirkstoff wird entweder bei der Bildung der Lipo- 
somen Oder nachtraglich durch Diffusion verkapselt. Die Herstellung 
von Liposomen und die Verkapselung des Wirkstof fs kann auf verschie- 
dene Weise erfolgen und ist in dem Uebers ichtsart ikel von Kaye , 
St. B., Cancer Treatment Reviews (1981) J^, 27-50 beschrieben. Weitere 
Verf ahren zur Herstellung von Liposomen zwecks Verkapselung von 
Wirkstoffen sind ebenfalls durch Barenholz et al, in Biochemistry, 
Vol. 16, No. 12, 2806-2810, sowie in den Deutschen Of f enlegungs- 
schriften (DOS) 28 19 855, 29 02 672, 25 32 319 und 28 42 608, in 
der US-Patentschrift 4,053,585 und in der Europaischen Patent- 
anmeldung 36 676 beschrieben. 

Nach den bisher bekannt gewordenen Verf ahren lost man beispielsweise 
die Lipidkomponenten , z.B. Phospholipide , z.B. Phosphat idsaure , 
Lecithin oder Kephalin, und gegebenenf al Is neutrale Lipide, z.B. 
Cholesterin, in einem organischen Lbsungsmittel , z.B. Chloroform 
oder Benzol, auf. Nach dem Eindampfen bleibt eine homogene Schicht, 
z.B. eine Filmschicht, der betreffenden Lipidkomponenten zuriick. Man 
dispergiert anschl iessend die Lipidkomponenten in einer wassrigen 
Phase, welche den betreffenden Wirkstoff enthalt , z.B. durch 
Schlitteln. Bei der anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bildei 
sich iinilamellare Liposomen, welche den Wirkstoff verkapseln. 

Nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung lassen sich auf 
einfache Weise ohne apparativen Aufwand wassrige Phasen herstellen, 
welche kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser \tn 
ca, 200-600 A und grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem 
Durchmesser von ca. 600-3000 A enthalten. Mittels geeigneter 
trennmethoden , z.B. Ge 1 f i It rat ion oder einer Ultraf il trationszel ; , 
kann man kleine von grossen uni lame 1 laren Liposomen trennen. 
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Die vorliegende Erfindung hat ein Verfahren zur Herstellung von 
unilamel laren Liposomen zura Gegenstand, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man eine homogene Mischung eines ionischen Tensids 
und cines Lipids in wassriger Phase bei einer Konzentrat ion niedri- 
ger als die kritische Mizellbildungskonzentration (crac-crit ical 
micelle concentration) des Tensids in der betreffenden Phase disper- 
giert und, wenn notwendig, die erhaltliche wassrige Phase neutrali- 
siert und, wenn erwlinscht , die erh'alt lichen unilamel laren Liposomen 
anreichert und/oder abtrennt. 

Die weiter vorn und im folgenden genannten allgemeinen Begriffe 
haben im Rahraen d"e'r Beschreibung der vorliegenden Erfindung vorzugs- 
weise die folgenden Bedeutungen: 

Der im Zusammenhang mit organischen Resten, z.B. Niederalkyl , 
Nxederalkylen, Niederalkoxy , Niederalkanoyl etc., verwendete 
Ausdruck "Nieder" bedeutet, dass solche organische Reste, falls 
nicht ausdriicklich anders def iniert , bis zu 7 und bevorzugt bis zu 4 
Kphlens tof f atome enthalten. 

Die Herstellung der homogenen Mischung eines ionischen Tensids und 
eines Lipids erfolgt in an sich bekannter Weise und ist in dem 
Abschnitt "Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten" 
beschrieben* 

Ein ionisches Tensid ist ein kationisches oder anionisches Tensid, 

Ein kationisches Tensid ist beispie Isweise eine Verbindung der 
Forme 1 

R 




(I A), 
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worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstof f rest , 
Rjj- Niederalkyl , Phenylniederalkyl oder Hydroxy. und R^ Nieder- ' 
alkyl Oder R^ und R^ zusairanen mit dem St idkstof fatom einen gegebe- 
nenfalls an einem Kohlenstof f atom substituierten, aliphatischen 
Heterocyclus und R^ Niederalkyl oder R^. R^ und R^ zusammen ,nit den. 
St ickstbff atom einen gegebenenf al Is . an einem Ko'hlenstof f atom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus und Y® ein Anion dar- 
stellen. 

In einem kationischen Tensid der Formel (lA) ist ein gegebenenfalls 
substituierter, al iphat ischer Kohlenwasserstof frest R beispiels- 
weise durch Aryloxyniederalkoxy substiutiertes Niederalkyl, 
geradkettiges Oder verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 12-20, 

Kohlenstoffatoraen Oder Alkenyl mit 8-20, insbesondere 12-20, 
Kohlenstof fatomen und 1-4 Doppelbindungen. 

Aryl in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Phenyl, welches durch 
geradkettiges Niederalkyl mit 1-4 Kohlenstof fatomen . z.B. Methyl, 
Aethyl Oder n-Propyl, oder durch verzweigtes' Alkyl mit 3-10 Kohlln- 
stoffatomen, z.B. Isobutyl, tert-Butyl . Amyl , Neopentyl , 2- oder 
3-Methylpentyl, 2,2- oder 2 . 3-Dimethyibuty 1 , 2- oder 3-Methylhexyl , ■ 
3-Aethylpentyl, 2,2-, 2.3-, 2,A- oder 3 , 3-Dimethylpentyl , 4-Methyl- 
heptyl, 2,2,2-2,2.4-, 2,3.3- oder 2,3, A-Trimethylpentyl, 1,1,3,3- 
Tetramethylbutyl oder 2 , 2 , 3 . 3-Tetramethylbutyl mono- oder disub- 
stituiert sein kann. 

Niederalkoxy in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Methoxy, 
Aethoxy, n-Propoxy oder n-Butoxy. 

Niederalkyl R^, welches durch Aryloxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist beispielsweise Aryloxyniederalkoxymethyl oder 2-Aryloxynieder-' 

alkoxyathyl, z.B. Aryloxymethoxymethyl. 2-Aryloxymethyloxyathyl, 
2-Aryloxyathoxymethyl oder 2-( 2-Aryloxyathoxy)-athyl , z.B. 
Phenoxymethoxymethyl. 2-Phenoxymethoxyathyl , 2-Phenoxyathoxymethyl , 
2-(2-Phenoxyathoxy)-athyl, 2-, 3- oder 4-Methylphenoxymethoxymethyl , 
2-(2-Methylphenoxymethoxy)-athyl, 2-( 3-Methylphenoxymethoxy )-athyl , 
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2-{A-Methylphenoxyinethoxy)-athyl , 2-( 2-Methylphenoxy ).T-athoxy- 
roethyl , 2-( 3-Methylphenoxy)-athoxyniethy 1 , 2-( A-Methylphenoxy)- 
athoxymethyl , 2-[]2-(2-Mcthylphenoxy )-athoxy]-athyl , 2-[2-(3- - 
Methylphenoxy)-athoxy3-athyl , 2-^2-( A-Methylphenoxy)-athoxy]-athyl , 
A-(l , 1 ,3,3-TetraTnethylbutyl)-phenoxyinethoxymethyl , 2-[A-{1 ,1,3,3- 
Tetramethylbutyl )-phenoxymethoxy]-athyl , 2-[|A-( 1,1,3, 3-TetraiDethy l- 
buty 1 )-phenoxy3-athoxyme thy 1 , 2-Q2-(A-( 1 , 1 , 3, 3-Tet^aTnethVl^utyl)- 
phenoxy)-at^floxy]-athyl , 2-Methyl-A-( 1,1,3, 3-tetramethylbutyl)- 
phenoxyniethoxyinethyl , 2-[]2-Methy l-A-( 1 , 1 , 3 , 3-tetramethylbutyl )- 
phenoxymethoxy]-athyl , 2-[]3-Methy I-4-( 1 , 1 , 3 , 3-tetran!ethylbutyl )- 
phenoxymethoxy]-athyl , 2-^2-( 2-Methy l-A-( 1 , 1 , 3 , 3-t etratnethylbuty 1 )- 
phenoxy )]-athoxymethyl , 2-Q2-( 3-Methy l-A-( 1,1,3, 3-tetraraethylbutyl )- 
phenoxy)]-athoxymethyl , 2-[]2-( 2-Methy l-A-( 1,1,3, 3-tetraraethylbutyl )- 
phenoxy)-athoxy3-*athyl oder 2-[]2-( 3-Methyl-A-( 1 , 1 , 3 , 3-tetrame- 
thylbutyl )-phenoxy) -a thoxy] -a thy 1-. 

^ Niederalkyl R , welches durch Axyldxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist vorzugsweise 2-[^2-( 2-Methyl-A-( 1,1,3, 3-tetrarae thylbutyl )- 
phenoxy)-athoxy3-athyl und 2-[?2-( 3-Methyl-A-( 1 , 1 , 3 , 3-tetramethyl- 
butyl )-pheTioxy)-athoxy]]-athy I • 

Geradkett iges bder verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 
12-20, Kohlenstof f atomen , ist beispiel sweise n-Heptyl, 2-Methyl- 
hexyl, 3-Methylhexyl , 3-Aethylpenty 1 , 2,2-, 2,3-, 2, A- oder 
3,3-DimethylpeTityl , n-Octyl , A-Methy Iheptyl , 2,2,3-, 2 , 2 , A-, 2 , 3 , 3- , 
2 , 3 , A-Trimethylpenty 1 , n-Nonyl , n-Decyl , n-Undecyl , n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl , n-Tetradecyl (Myr is tyl ) , n-Pentadecy 1 , 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl , n-Octadecyl (Stearyl), 
n-Nonadecyl oder n-Eicosyl (Arachinyl). 

Bevorzugt ist geradkett iges Alkyl mit einer geraden Anzahl von 12-20 
Kohlenstof f atomen , beispielswe ise n-Dodecyl (Lauryl), n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
n-Eicosyl (Arachinyl), 
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Alkenyl mit 8-20, insbesondere 12-20, Kohlens tof f atomen und 1-4 
Dopppelbindungen 1st be ispielsweise 1-Octenyl, 1-Nonenyl, 1-Decenyl , 
1-Undecenyl, 1-Dodeceiiy 1 , 9-c ie-Dodecenyl (Lauroleyl), l-Tridecenyl , 
1-Tetradecenyl , 9-cis-Tetradecenyl, (Myristoleyl ) , 1-Pent adecenyl , 
1-Hexadecenyl , 9-cis-Hexadecenyl ( Palraitoleiny 1 ) , 1-Heptadecenyl , 
1-Octadecenyl , 6-ciR-Octadecenyl (Petroselinyl) , 6-trans-Octadeceny 1 
(Petroselaidinyl) , 9-cis-Oct adecenyl (Oleyl), 9-t rans-Oc tadecenyl 
(Elaidinyl), 9-cis-12-trans-0ct adecadienyl (Linoleyl ) , 9-cis-l 1- 
trans-13-tans-Octadecatrienyl ( a-Elaos tearinyl ) , 9-t rans-1 l-trans- 

13- trans-Octadecatrienyl (fi-Elaost earinyl ) , 9-c Ls-12-15-ci6- 
Octadecatrienyl (Linolenyl), 9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenyl 
(Parinaryl), 1-Nonadeceny 1 , 1-Eicosenyl, 9-ci,s-Eicosenyl ' 
(Gadoleinyl) , 5-, 11-, 14-Eicosatrienyl oder 5-, 8-, 11-, 

14- Eicosatetraenyl ( Arach idonyl ) . 

Bevorzugt is t Alkenyl mit 12-20 Kohl ens toff atomen und einer Doppel- 
bindung, beispielsweise 9-cis-Dodeceny 1 (Lauroleyl), 9-cis-Tetra- 
decenyl (Myris toleyl ), 9-cis-Hexadecenyl (Palmi toleinyl ) , 6-cis- 
Octadecenyl (Petroselinyl), 6-trans-Octadecenyl (Petroselaidinyl), 
9-cis-Octadecenyl (Oleyl), 9-trans-Octadeceny 1 (Elaidinyl) oder 
9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl), 

Niederalkyl . oder R^ ist beispielsweise Methyl oder Aethyl, 

Phenylniederalkyl ist beispielsweise Benzyl oder 2-Pheny lathyl . 

Ein aliphatischer Heterocyclus, welcher von R^ und R^ zusammen mit 
dem Stickstof f atom gebildet wird , ist beispielsweise ein mono- 
cyclischer, funf- oder sechsg 1 iedr iger Aza-. Oxaaza- oder Thiaza- 
cyclylrest, z.B.. Piperidino, Morpholino oder Thiamorphol inio . 

Substituenten dieses Heterocylus sind die Subst ituenten R und R am 

a d 

Stickstoff sowie gegebenenf al Is an einem Kohlens toff atom Nieder- 
alkyl, z-B, Methyl, Aethyl , n-Propyl oder n-Butyl. 
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Ein Heterocyclus, welcher von und zusammen mit dem Stickstoff- 
atom gebildet wird und an einera Koh lenis'tof f atom durch Niederalkyl 
subst ituiert ist, ist z.B. 2-, 3- oder 4-Methylpiperidinio , 2-, 3- 
oder A-Aethylpiper idinio oder 2- oder 3-Methy Iraorpholinio. 

Ein aroniat ischer Heterocyclus, welcher von , R^ und R^ zusannnen 
mit dem St icks toff atom gebildet wird, ist beispiel sweise ein 
monocyc lischer , funf- oder sechsgl iedr iger , Aza-, Diaza-, 
Oxaaza- oder Thiazacyc lylres t , z.B. Pyridinio, Imidazolinio, 
Oxazolinio oder Thiazolinio oder beispielsweise ein benzokonden- 
sierter Monoazabicyclylrest , z.B. Chinolinio oder Isochinolinio. 

Subst ituenten diese Heterocyclus sind der Rest R am Stick- 

a . 

stoffatom sowie gegebenenf al Is an einem Kohlens toff atom Niederalkyl, 
z.B. Methyl Oder Aethyl , Hydroxyniederalkyl , z . B • Hydroxymethyl oder 
2-Hydroxyathyl , Oxo , Hydroxy oder Halogen, z.B. Chlor oder Brom, 

Ein Heterocyclus, welcher von R^ , R^' und R^ zusammen gebildet wird 
und an einem Kohlenstof f atom durch die genannten Reste subst ituiert 
ist, ist beispielsweise 2- oder 4-Niederalkylpyridinio , z.B. 2- oder 
A-Methyl oder 2- oder 4-Aethylpyr idinio , Diniederalkylpyr idinio , 
z.B. 2 ,6-Dimethyl-, 2-Methyl-3-athyl- , 2-Methyl-4-athyl- , 2-Methyl- 
5-athyl-, oder 2-Methyl-6-athylpyr idinio, 2-, 3- oder 4-Halogen- 
pyridinio, z.B. 2-, 3- oder 4-Chlorpyr idinio oder 2-, 3- oder 
4-Brompyridinio , 2-Niederalkyl imidazol inio , -oxazolinio oder 
-thiazolinio, z.B. 2-Methyl- oder 2-Aethyl imidazolinio , -oxazolinio 
Oder -thiazolinio oder 2-Niederalkyl-8-halogenchinolinio , z.B. 
2-Me thy 1 -8-ch lor ch ino 1 inio . 

Ein Anion ist beispielsweise ein Halogenid-, z.B. Fluorid-, 
Chlorid- oder Bromid-, Niederalkanoat , z . B . Formiat- oder Acetat-, 
Hydrogensul f at- , Niederalkyl sul fat- , z.B. Methyl- oder Aethyl- 
sulfat-, Niederalkylsulfonat-, z.B. Methyl-, oder Ary Isul f onat- , 
z.B. Phenylsul fonat- oder Toluolsul f onat ion . 
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Ein Ah ion Y ist vorzugsweifle ein Halogenid-, z.B. Chlorid- oder 
Brotnidion. 



Ein kationisches Tensid der Forniel lA ist vorzugsweise N-Benzyl- 
N . N-diiDethyl-N-2-[2-( 4-( 1.1,3, 3-tetran,ethylbu tyl )-phenoxy)-athoxy]- 
athylammoniochlorid, N-Benzyl-N,N-diinethyl-N-2-[;2-(3-methyl-A- 
( 1 , 1,3, 3-t,etramethylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-athylanmioniochlorid 
(Methylbenzethoniumchlorid), n-Dodecyl trimethylanimoniochlorid oder 
-bromid, Trimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid , 
n-Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder -bromid (Cetyltrimethyl- 
ammoniumchlorid oder "bromid) , Trimethyl-n-octadecylanmioniochlorid 
Oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid Oder -bromid, Aethyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid , Aethyldimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl-benzyldiiethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder -bromid), z.B. 
Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder bromid . Beazyldimethyl- 
n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n-hexadecyldimethyl- 
amraoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n-octadecylammonio- 
chlorid Oder -bromid, N-(n-Decyl )-pyr idiniochlorid oder -bromid, 
N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Tetradeyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid. N-(n-Hexadecy 1 )-pyridiniochlorid oder 
-bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n-Octadecyl )- pyridinio- 
chlorid Oder -bromid oder eine Mischung von diesen Tensiden. 

Ein anionisches Tensid ist beispielsweise 

a) eine Verbindung der Formel: 

Cr^-(0-A)^-b]^Z® 3) 

worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstof f rest , 
A Niederalkylen. m null (direkte Bindung) oder eins. B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe und Z® ein einwertiges Ration darstellen, oder 



b) eine Verbindung der Formel: 



c 
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R3 (0) 



m 



R2 0® 



worin n, null Oder eins ist , einer der Reste R^ und R^ Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl , 
Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy oder Acyloxy ■ mit je 10-20 C-Atomen, R 
Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atotnen und R^ gegebenenf al Is 
substituiertes Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydratrest 
mit 5-12 C-Atomen oder., wenn beide Reste R^ und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und Z® ein ein- 
wertiges Kation bedeutet , oder 

c) eine Verbindung der Forroel 



R3 0 



- CH^ - C - CH^ - 0 - P - OH Z® (i d) , 



^2 0® 



worin R^, R^ , R^ und Z® die unter Formel (I C) genannten Bedeutungen 
haben. 

In einem anionischen Tensid der Formel (I B) hat der gegebenenf alls 
substituierte Kohlenwasserstoffrest R^ die weiter vorn unter Formel 
1 A genannten Bedeutungen und ist vorzugsweise geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl mit 7-22, insbesondere 12-20, Kohlenstof fatomen 
und Alkenyl mit 6-20. insbesondere 12-20, Kohlenstof fatomen und 1-4 
Doppe lb indungen . 

In einem anionischen Tensid der Formel IB ist R in erster Linie 
geradkettiges Alkyl mit einer geraden Anzahl von 12-20 Kohlen- 
stoffatomen. beispielsweise n-Dodecyl (Lauryl) , n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
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n-Eicosyl (Arachinyl), oder Alkenyl mit 12-20 KohlensLoffatomenund 
1 Doppelbindung, bexspielsweise 9-c is-Dodeceny 1 (Lauroley 1 )- , 
9-c is-Tetradecenyl (Myristoleyl) , 9 -c is-Hexadecenyl ( Paltni to leinyl )- 
6-ci6-0ctadecenyl (Petroselinyl ) , 6-trans-Oct adecenyl 
(Petroselaidinyl) , 9-cis-Octadecenyl (Oleyl), 9-trans-Oct adecenyl 
(Elaidinyl) oder 9-cis-Eicoseny 1 (Gado leinyl ) • 

A mit der Bedeutung Niederalkylen ist beispielsweise Methylen, 
Aethylen, n-Propylen oder n-Butylen. 

Das Kation Z ist ein Alkal imetal Ikat ion , z.B. das Lithium-, 
Natrium- oder Kaliumion, oder ein Tetraniederalkylammoniumion , z.B', 
T e t r am e t h y 1 arara o n i um . 

Ein anionisches Tensid der Formel IB ist yorzugsweise ein Alkali- 
metal lalkylsulfat~(m = o), z.B, Natrium oder Kalium-n-dodecy 1 
(lauryl)-sulfat, -n-tetradecyl (myr istyl ) -sul f at , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl ( st earyl )-sulf at , ein Alkali- 
metal lalkylathersul fat (m = 1), z.B. Natrium- oder Kalium-n- 
dodecy loxyathylsul fat , -n-tetradecyloxyathylsulfat , -n-hexadecyl- 
oxyathylsulfat oder -n-octadecyloxyathylsulfat oder , ein Alkali- 
metal lalkansulfonat , z.B. Natrium- Oder Kal ium-n-dodecansul f onat , 
-n-tetradecansulfonat , -n-hexadecansul f onat oder -n-octadecan- 
sul f onat . 

In einem anionischen Tensid der Formel I C ist Niederalkyl , 
Oder R^ mit 1-4 C-Atomen bevorzugt Methyl, ferner Aethyl , n-Propyl, 
oder n-Butyl , 

Alkyl R^ Oder R^ ist vorzugsweise n-Decyl , -n-Undecyl , n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecy 1 , 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) und n-Eicosyl 
(Arachinyl). 



©1.02324 



- 11 - 



Alkenyl oder ist vorrugsweise 9-cie-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-ci6-Tetr.decenyl (Myristoleyl) . 9-cis-Hexadecenyl (Palmitoleinyl) . 
6-cis-Octadecenyl (Petroselinyl) . 6-trans-Octadecenyl (Petroselaid- 
inyl). 9-cis-Octadecenyl (Oleyl), 9-trans-Octadecenyl (Elaidinyl) 
und 9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl), 

Alkoxy Oder ist vorzugsweise n-Decyloxy, n-Dodecyloxy 
(Lauryloxy), n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) . n-Hexadecyloxy 
(Cetyloxy), n-Octadecyloxy (Stearyloxy) und n-Ei. 
(Arachinyloxy) . 



J 



Alkenyloxy R^ oder R^ ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy 
(Lauroleyloxy), 9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy) . 9-cis-Hexa- 
decanyloxy (Pal.itoleinyloxy) , 6-cis-Octadecenyloxy (Petroselinyl- 
oxy), 6-trans-OcCadecenyloxy (Petroselaidinyloxy) , 9-ci6-0cta- 
decenyloxy (Oleyloxy). 9-trans-Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) und - • 
9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyloxy) . 

Acyloxy R^ oder R^ ist beispielsveise Alkanoyloxy oder Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy R^ oder R^ ist vorzugsweise n-Decanoyloxy . n-Dodecanoyl- 
oxy (Lauroyloxy) . n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy) , n-Hexadecanoyl- 
oxy, n-Hexadecanoyloiy (Palmitoyloxy) . ,n-Octadecanoyloxy (Stearoyl- 
oxy) und n-Eicosoyloxy ( Arachinoyloxy ) . 

Alkenoyloxy R^ oder R^ ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy 
(Lauroleoyloxy), 9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) . 9-cis- 
Hexadecenoyloxy (Palmitoleinoyloxy) . 6-cis-Octadecenoyloxy 
(Peteroselinoyloxy), 6-t rans-Octadecenoy loxy (Petroselaidinoyloxy) , 
9-cis-Octadecenoyloxy (Oleoyloxy), 9-trans-Octadecenoyloxy 
(Elaidinoyloxy) und 9-ci8-Eicosenoyl (Gadoleinoyloxy). 

Niederalkyl R^ 1.7 c-Ato^en ist z.B. Methyl. Aethyl. Isopropyl . 

n-Propyl, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saure Gruppen , z.B.' 
Carboxy oder Sulfo, saure und basische Gruppen. z.B. Carboxy und 
Amino, wobei die Aminogruppe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe 
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befindet, freie oder veratherte Hydroxygruppen , wobei zwei verather- 
te Hydroxygruppen durch einen bivalenten Kohlenwassers t of f res t , z.B/^ 
durch Methyien, Aethylen, Aethyliden, 1,2-Propylen oder 2,2- 
Propylen, miteinander verbunden sein kdnnen, Halogen, z.B. Chlor 
Oder Brom, Niederalkoxycarbonyl , z.B. Methoxy- oder Ae thoxycarbony 1 , 
Oder durch Niederalkansul fonyl, z.B. Me thansul f ony 1 , substituiert 
sein. 

Substituiertes Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen ist vorzugsweise 
Carboxyniederalky 1 , z.B. Carboxyme thy 1 , 2-Carboxyathy 1 oder 
3-Carboxy-n-propyl , (o-Amino-co-carboxyniederalkyl , z.B. 2-Amino-2- 
carboxyathyl oder 3-Ainino-3-carboxy-n-propy 1 , Hydroxyniederalkyl , ' 
z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2 , 3-Dihydroxypropy 1 , Niederalkoxynieder- 
alkyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxymethyl , 2-Methoxyathyl oder 
3-Methoxy-n-propyl , Niederalkylendioxyniederalkyl , z.B. 2,3- 
Aethylendioxyprdpy 1 oder 2 , 3-( 2 , 2-Propy len) -dioxypropy 1 , oder 
Halogenniederalkyl , z.B. Chlor oder Broramethyl , 2-Chlor- oder 
2-Bromathyl, 2- oder 3-Chlor- oder 2-oder 3-BroiD-n-propyl . 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atoraen ist beispielsweise eln 
natiirlicher Monosacchar idres t , der sich von einer als Aldose oder 
Ketose vorliegenden Pentose oder Hexose ableitet. 

Eine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B, D-Ribose, D-Arabinose, 
D-Xylose oder D-Lyxose, 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribulose oder 
D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B. D-Allose, D-Altrose, 
D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose oder D-Talose. 

Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. D-Psicose, D-Fructose, 
D-Sorbose oder D-Tagatose, 
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Eine Hexose liegt vorzugsweise in zyklischer Form yor,. z.B. als 
Pyranose (Aldose), z.B. a- oder 6-D-Glucopyranose , oder als 
Furanose, z.B, a- oder B-D-Fructose . Der Pyranosy Ires t ist vorzugs- 
weise durch die in 1- oder 6-Stellung und der Furanosylrest durch in 
1- oder 5-Stellung befindliche Hydroxygruppe mit der Phosphat idy 1- 
gruppe (m = 1) verestert. 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atoraen ist ferner ein natiirlicher 
Disaccharidrest , z.B. ein aus zwei Hexosen gebildeter Disaccarid- ' 
rest, der sich beispielsweise durch Kondensation von zwei Aldosen, 
z.B. D-Glucose oder D-Galactose, oder einer Aldose, z.B. D-Glucose 
mit einer Ketose, z.B. Fructose, ableitet. Aus zwei Aldosen gebildey 
te Disacchar ide , z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise iiber 
die in 6-Stellung des betreffenden Pyranosrylrests befindliche 
Hydroxygruppe mit der Phosphatidy Igruppe verestert. Aus einer Aldose 
und einer Ketose gebildete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind 
vorzugsweise iiber die in 6-Stellung des Pyranosylrests oder iiber die 
in 1-Stellung des Furanosylrest befindliche Hydroxygruppe mit der 
Phosphat idylgruppe (m = 1). verestert. 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein derivati- 
sierter Mono- oder Disaccharidrest, worin beispielsweise die 
Aldehydgruppe und/oder ein oder zwei endstandige Hydroxygruppen zu 
Carboxygruppen oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder 
D-Glucoronsaurerest , welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste 
vorliegen. Ebenso konnen in einem derivatisierten Mono- oder 
Disaccharidrest Aldehyd- oder Ketogruppen zu Hydroxygruppen redu- 
ziert sein, z.B. Inosit, Sorbit oder D-Mannit , oder Hydroxygruppen 
durch Wasserstoff, z.B. Desoxyzucker , z.B. 2-Desoxy-D-ribose , 
L-Rhamnose oder L-Fucose, oder durch Aminogruppen , z.B- Aminozucker , 
z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin , ersetzt sein. 

Ein Kohlehydrat R^ kann ebenfalls ein durch Umsetzung eines der 
genannten Mono- oder Disaccharide mit einera starken Oxydations- 
mittel, z.B. Perjodsaure, gebildetes Spaltprodukt sein. 
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Ein Steroidrest ist beispielsweise ein Sterinrest, der uber 
in 3-Stellung des Steroidgeriis ts hefindliche Hydroxygruppa mit 
Phosphat idylgruppe (m = 1) verestert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsweise Lanosterin, Sitosterin, Kopro- 
stanol , Cholestanol , Glycochol saure , Ergosterin Oder St igmas terin , 
vorzugsweise Cholesterin. 

Wenn einen Steroidrest darstellt, sind und R^ vorzugsweise 
Hydroxy und ist Wasserstoff. 

Z hat die unter Formel I B genannten Bedeutungen und ist vorzugs- 
weise Natrium oder Kaliura. 

In einen anionischen Tensid der Formel I C ist vorzugsweise m eins, 
Rj^ Alkyl , z^B. n-Dodecyl (Lauryl) , n-Tridecyl, N-Tetradecyl 
(Myristyl) , n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl oder 
n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy) , 
n-Tetradecyloxy (Myris tyloxy) ,n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z,B. Lauroyloxy, Myr istoy loxy , 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff oder Hydroxy, R^ 
Wasserstoff Oder Niederalkyl , z.B. Methyl, R^ Niederalkyl , z, B. 
Methyl oder Aethyl , Niederalkyl substituiert durch saure und 
basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. (o-Amino-co-carboxy- 
niederalkyl , z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy- 
n-propyl, Hydroxyniederalkyl , z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl , Niederalkylendioxyniederalkyl , z.B. 2 , 3-Aethy lendioxypropyl 
Oder 2 , 3-(2 , 2-Propy len)-dioxypropyl , Halogenniedera Ikyl , z.B. 
2-Chlor- Oder 2-Bromathyl, einen Koh lenhydrat res t mit 5-12 C-Atomen , 
z.B. Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. 
Cholesterin und Z / Natrium oder Kaliura. 

Ein anionisches Tensid der Formel I C ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphat idyl serins , z.B. das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphat idyl serins aus dem Rinder- 
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hirn Oder das Natrium- oder Kaliumaalz eines synthe-t ischen Ly«o- 
phosphacidylserins. z.B. Natriun.- oder Kalium-l-™yris^oyl- oder 
-l-pal«.itoyllysophosphatidylserin. oder das Natrium- oder Kaliumsal. 
des Lysophosphatidylglycerins, 

In einera anionischen Tensid der Formcl I D haben R . R , r und Z® 
die unter Formel IC genannten Bedeutungen. Das Kation Z® ilt 
vorzugsweise Natrium oder Kalium. Das Wasserstof f atom an der 
Phosphatgruppe kann durch ein zveites Kation Z® oder das Magnesium- 
iOn ersetzt sein. 

In einem anionischen Tensid der Formel I D ist vorzugsweise R 
Alkyl. z.B. n-Dodecyl (Lauryl). n-Tridecyl . n-Tetradecyl (MyrLtyl) 
n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl). n-Heptadecyl oder n-Octadecyl 
(Stearyl). Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy) , n-^Tetradecyloxy 
(Myrxstyloxy), n-Hexadecyloxy (Cetyloxy) , oder n-Octadecyloxy 
(Stearyloxy), Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy. Palmitoyloxy 
Oder Stearoyloxy. R^ Wasserstoff oder Hydroxy und R Wasserstoff 
Oder Niederalkyl. z.B. Methyl, und Z® Natrium oder Kalium. 

Ein anionisches Tensid der Formel I D ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen Phosphatidsaure, z.b! 
Ei-Phosphatidsaure. das Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen 
Lysophosphatidsaure. z.B. Ei-Lysophosphatidsaure. das Natrium- oder 
Kaliumsalz einer synthetischen Lysophosphatidsaure, z.B. 1-Lauroyl- 
1-Myristoyl- Oder 1-Palmitoyllysophosphatidsaure. 

Ein Lipid, welches in der wassrigen Phase dispergiert wird , ist 
beispielsweise eine Verbindung der Formel 

I ir 

- CH^ - C - CH^ O - P - 0 - R^ (I C'). 

^2 OH 



01 02324 



- 16 - 

worin m, , , R^ und R^ die unter Forrael I C genannten Bedeutun- 
gen haben, R^ ist ausserdera durch Triniederalkylammonio, z.B. 
Tr irae thy 1 amnion io , oder A-nino subs t ituiertes Niederalkyl, z.B. 
2-Trimethylanimonioathyl (Cholinyl). 

Ein Lipid ist vorzugsweise ein Lipid der Forrael (l C) worin m eins , 
R^ und R^ Acyloxy, R^ Wasserstoff und R^ 2-Tr imethy lammonioathyl 
Oder 2-Aminoathyl darstellen. 

Ein solches Lipid ist z.B. ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei- 
Lecithin Oder Lecithin aus Sojabohnen (R^ = 2-Tr imethy lannnoni o- 
athyl), und ein naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin oder Kephalin 
aus Sojabohnen (R^ = 2-Aininoathyl) . 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide synthetische Lecithine (R = 

2-Trimethylammonioathyl) und synthetische Kephaline (R, = 2-Amino- 

athyl) der Formel (l C) bevorzugt , worin und R^ identische 

Acyloxyreste , z.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy 

Oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B. Dilauroyl-, Dimyris toyl- , 

Dipalmitoyl-, Distearoyl-, Diarachinoyl- , Dioleoyl-, Dilinoyl-, 

Dilinoleoyl-, oder Diarach inoyl lecithin oder -kephalin, R und R 

'12 

verschiedene Acyloxyreste, z.B. R^ Palmitoyloxy und R^ Oleoyloxy, 

z.B. l-Palmitoyl-2-oleoyl-lecithin oder -kephalin, R, und R 

1 2 

identische Alkoxyreste, z.B. Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy, z.B. 
Ditetradecyl-oder Dihexadecyl lecithin oder -kephalin, R^ Alkenyl und 
R^ Acyloxy, z.B. ein Plastnalogen (R^ = Trimethy lanunonioathyl ) , oder 
R^ Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder Palmitoyloxy, und R^ Hydroxy, 
z.B. naturliches oder synthetisches Lysolecithin oder Lysokephalin j 
z.B. l-Myristoyl- oder l-Palmitoyllysolecithin oder -kephalin, und 
R^ Wasserstoff darstellen. 

Ein geeignetes Lipid ist ferner ein Lipid der Forrael I C* , worin 
eins ist, R^ einen Alkenylrest, R^ einen Acy 1 amidores t , R^ Wasser- 
stoff und R^ 2-Trimethylammonioathyl (Cholinrest) darstellen. Ein 
solches Lipid ist unter dem Naraen Sphingomyelin bekannt. 
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Exn geeignetes Lipid i,t ausserdeo, ein Lysolecithin-Analoges , z.B 
l-Lauroyl-1.3-propandiol-3-phosphorylcholin. ein Monoglycer id . z.B 
Monoolein oder Mono.yristin. ein Cerebrosid. ein Gangliosid oder 
exn Glycerid. welches keine freie oder veresterte Phosphoryl- oder 
Phosphonylgruppe in 3-Stellung enthalt. Ein seiches Glycerid ist 
bexspielsweise ein Diacylglycerid oder l-Alkenyl-l-hydroxy-2- 
acylglycerid .it den genannten Acyl- bzw. Alkenylgruppen. worin die 
3-Hydroxygruppe durch einen der genannten Kohlenhydratreste . z B 
e.nen Galactosylrest . verathert ist. z.B. ein Monogalactosyl- 
glycerin. 

Ein geeignetes Lipid ist ferner ein neutrales Lipid, welches in 
Zellznembranen enthalten und nur in apolaren organischen Losungs- 
tnxtteln. z.B. in Chloroform., Ibslich ist. Neutrale Lipide sind 
bexspielsweise Steroide. z.B. Oestradiol oder Sterine. z.B. Chole- 
sterin. B-Sitosterin , Desmosterin, 7-Keto-Cholesterin oder 
B^Cholestanol. fettlbsliche Vita.ine. z.B. Vitamin A, z.B. Vitamin 
Aj Oder A^. Vitamin E. Vitmin K. z.B. Vitamin K, oder k oder 
Vitamin oder D^. ^ 

Die homogene Mischung besteht vorzugsweise aus einem Tensid der 
Formel I A, insbesondere N,N-Dimethyl-N-2-[2-(4-(l , 1 ,3.3-tetra- 
methylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-athylammoniochlorid, N-Benzyl-N N-di- 
methyl-N-2-[2-(3-methyl-4-(1.1.3.3-tetran,ethylbutyl)-phenoxy)- 
athoxy]-athylammoniochlorid (Methylbenzethoniumchlorid) . n-Dodecyl- 
trxmethylammoniochlorid oder -bromid. Trimethyl-n-tetradecylammonio- 
chlorid oder-bromid. n-Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder -bromid 
(Cetyltrimethylammoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octa- 
decylammoniochlorid oder-bromid. Aethyl-n-dodecyldimethylammonio- 
chlorxd Oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder 
-bromid. Aethyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid. n-Alkyl- 
benzyldimethylammoniochiorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder 
-bromid). z.B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid 
Benzyldimethl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyld imethyl -n- 
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octadecylaramoniochlorid oder -bromid , N-(n-Decyl)-pyridini6chlorid 
Oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyr idinioch lorid oder -bromid , N-(n- 
TetradecyD-pyridinicchlorid oder -bromid, N-(n-Hexadecy 1 )-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anionischen 
Tensid der Formel IB, insbesondere Natrium oder Kal ium-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat, -n-tetradecyl (myr istyl )-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl (stearyl )-sulf at , Natrium- oder 
Kalium-n-dodecyloxyathylsulfat , -n-tetradecyloxyathyl sul f at , 
-n-hexadecyloxyathylsulfat oder -n-octadecyloxyathylsulf at , oder 
einem anionischen Tensid der Formel I C, insbesondere Natrium- oder 
Kalium-2 , 2-dimethyl-3-palmitoy loxypropylhydrogenphosphat , 
Natrium- oder Kalium-l-palmitoyllysophosphatidylglycerin , 
Natrium- oder Kalium-l-paimitoyllysophosphatidylserin , und einem 
Lipid der Formel I C , worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, 
Myristoyloxy, Palmitoyloxy o'der Stearoyloxy, R Wasserstoff und R 
2-Triinethylainmonioathyl ; z.B, ein naturliches Kephalin, z.B. 
Ei-kephalin-oder Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-Aininoathyl , z.B. 
ein naturliches Lecitin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Soja- 
bohnen, bedeuten. 

Die weiter vorn und im folgenden genannten Tenside und Lipide mit 
einem chiralen Kohlens toff atom konnen auch als racemische Mischungen 
Oder als optisch reine Enantiomere vorliegen. 

In der homogenen Mischung betra<>t das ungefahre Molverhaltnis 
idonisches Tensid zu Lipid ca. 0,1 bis ca. ^^zu 1 , ^bevorzugt ca. 0.8 
bis ca . 1 , 2 zu 1 . 

Die homogene Mischung. z.B. den zuvor herges t el 1 ten Film oder 
Schaum, dispergiert man anschliessend in wassriger Phase, welche die 
zu verkapselnden Stof fe . z.B. Agrochemikal ien , z.B, Schadlings- 
bekampfungsmittel , Duftstoffe, Hartungsmit t e 1 , Farbstoffe oder 
pharmazeutischen Wirkstoffe. z.B. Peptide, z.B. Muramy Ipeptide , in 
geloster, koUoider oder suspendierte r Form Tenside enthalt. 
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Man dispergiert beispielsweise durch Schutteln oder Riihren der 
wAssrigen Phase, welche die zuvor hergestellte horaogene Mischung 
enthalt. Dabei findet die Bildung von ^uni 1 ame 1 1 aren Liposomen (KUL) 
und (GUL) spontan (spontaneous ves iculat ion) , d .h . ohne zusatzliche 
Energiezufuhr von aussen und rait grosser Geschwindigkeit statt. Die 
Konzentration an Tensid, Lipid und Einsch lussverbindung kann erhblit 
werden, bis die kritische Mizel Ibildungskonzent rat ion (cmc) des 
betreffenden ionischen Tensids in der betreffenden wassrigen Phase 
erreicht ist, 

Oberhalb der kritischen Mizel Ibildungskonzent rat ion werden bevorzugt 
Mizellen geildet. Dieser Vorgang ist in vielen - Fal len durch Ver- 
schwinden der Opaleszenz, z,B. Klarwerden der wassrigen Phase, 
erkennbar. Die cmc ist eine variable Richtgrosse fur die Menge eines 
ionischen Tensids, welche man in einera bestimmten Volumen Wasser 
unter Vermeidung von Mizellbildung dispergieren kann. Auf den 
Zahlenwert der cmc hat die Struktur des hydrophoben Rests des 
Tensids Einfluss: Je grosser die Kettenlange, desto niedriger der 
cmc-Wert, Raumbeanspruchende Subst ituent en im hydrophoben Rest , z.B. 
ein aromatischer Rest, setzen die cmc ebenfalls herab. Funktionelle 
Gruppen, z,B. Doppe lb indungen , welche den hydrophoben Charakter des 
hydrophoben Restes abschwachen, erhb'hen die crac . Diese wird ferner 
von samtlichen dispergierten und gelosten Bes tandtei len in der 
wassrigen Phase beeinflusst, z.B. durch Gegenionen, zusatzliche 
Lipide, Art des zu verkapselnden Wirkstoffs etc. Der Zahlenwert der 
cmc lasst sich nur exper imentel 1 fur das betreffende System ermit- 
teln und zwar indirekt durch elektrochemische Verfahren, z.B. 
Leit f ahigkeitsmessungen oder potent iometr ische Bestimmung der 
Gegenionen rait Hilfe einer geeignet e Elekt rode , durch Messung der 
Ueberfuhrungszahl , der Ober f lachenspannung , Messung von kolligativen 
Eigenschaften wie Damp fdruckerniedr igung , Ge f r ierpunkt serniedr igung 
und osmotischer Druck, Messung der Dichte , des Brechungs index , der 
Absorption von UV- und IR-Licht, der So lub il isat ion loslicher und 
unldslicher Farbstoffe, der Lich ts t reuung , der Fluoreszenzpolar i- 
sation und der Viskositat. Diese Eigenschaften erfahren bei Er- 
reichen der cmc eine deutliche Aenderung. So ist __die„Oberf lacheri- 
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spannung in Abhangigkeit von der Konzent ration des ionischen Tensids 
bis zum Erreichen der cmc durch eine starke Abnahme gekennzeichne t , 
obarhalb der cmc bleibt die Oeberf lachenspannung praktisch konstant. 
Es wird auf die Ausfiihrung in Stache H. , Tens idt aschenbuch , Hanser, 
1981, verwiesen, insbesondere S. 26, 3.1. "Methoden zur cmc-Best im- 
mung" und S. 28, 3.2. "Abhangigkeit der cmc von verschiedenen 
Pararaetem". Spezifische crac-Werte, z.B, fur Dodecyl pyridinium- 
bromid. Bind in Adderson J.B. and Taylor H. , J. Colloid. Sci. 19, 
A95 (1964) angegeben, 1st die cmc iiberschritten, kann man durch Ver- 
diinnen der wassrigen Phase mit Wasser die cmc wieder unter- 
schreiten. Aus Mizellen bilden sich dann reversibel unilamellare 
Liposoraen- 

Wassrige Phasen mit einera pH-Wert hb'her als ca. 8 werden nach der 
Dispersion neutral is iert , z.B. auf den phys iologischen pH-Wert von 
7,2. Die Neutralisation ist notwendig, um eine Zerstorung des 
Wirkstoffs und/oder der 'Liposomen unter bas ischen Bedingungen zu 
vermeiden und ura die phys iologische Vertraglichkeit der applizier- 
baren wassrigen Phase mit der Liposoraenmischung zu gewahr leis ten • 
Man neutralisiert rait einer phys io logisch vertraglichen Saure oder 
einer Pufferlbsung mit einem pH-Wert von 7 bis 8. Phys io logisch 
vertragliche Sauren sind beispiel sweise verdiinnte wassrige Mineral- 
sauren, z.B. verdiinnte Salzsaure, Schwefe 1 saure oder Phosphorsaure , 
Oder organische Sauren, z.B. Niederalkancarbonsauren, z.B. Essig- 
saure. 

Wassrige Phasen mit kat ionischen Tensiden der Formel lA konnen sauer 
reagieren. Diese neutralisiert man durch Zugabe von verdiinnten 
wassrigen Basen, z.B. verdunnter wassriger Natronlauge oder Kali- 
lauge Oder mit einer Pufferlbsung vom pH-Wert 7 bis 8. 

Man arbeitet zweckmass igerweise bei Raurat empera tur oder auch bei 
hoTieren Te^peraturen , z.B. bis ca. 60'C, und unter Ruhren oder 
Schiitteln. Falls es die Empf indl ichkeit des zu verkapselnden 
Wirkstoffs verlangt , fuhrt man das Verfahren unter Kuhlen und 
gegebenenfalls Ine rtgasa tmosphare , z.B. St icks tof f atmosphare , 
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durch. Die eo erhaltlichen Liposomen sind in wassriger Phase relativ 
lange (bis zu mehreren Tagen) bestandig. Wassrige Phasen mit 
erfindungsgen>ass herstel Ibaren unilanielaren Liposon,en konnen nach 
dem in der Europaischen Patentanmeldung 00 65 292 angegebenen 
Verfahren lagerungsf ahig gemacht werden. 

Die Grosse der gebildeten unilarael laren Liposomen ist u.a. von der 
Struktur der Tenside und der Lipidkomponenten . dem Mischungsver- 
haltnis der Komponent . der Konzentration dieser Komponenten in der 
wassrigen Phase und von der Menge und Struktur des zu verkapselnden 
Wirkstoffs abhangig. So kann man beispie Isweise durch Erhohung der 
Konzentration der Tens idkomponenten wassrige Phasen mit einem hohen 
Anteilan kleinen oder grossen unilamel laren Liposomen herstellen. 
Zusatzlich 2u KUL entstehen auch grosse unilamellare Liposomen 
(GUL-Durchmesser bis zu 50,000 A), Diese schliessen grossere 
Volumina pro Mol eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich 
zur Verkapselung von voluminbsen Materalien. z.B. Viren, Bakterien 
Oder Zellorganel len, - 

Die Trennung der KUL von GUL erfolgt mittels herkomml icher Trenn- 
methoden, z.B. Gelf iltration. z.B. mit Sepharose 4B oder Sephacryl 
a.ls Trager. oder durch Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge 
z.B. bei 160,000 x g. Beispielsweise setzen sich nach mehrstundigem. 
ca. dreistundigem, Zentrifugieren in diesem Schwerefeld GUL ab, 
wahrend die KUL dispergiert bleiben und dekantiert werden konnen. 
Nach mehrmaligem Zentrifugieren erreicht man eine vollstandige 
Trennurtg der GUL von KUL. 

Auch durch Gelfiltratibn kann man alle in der wassrigen Phase 
befindlichen Liposomen mit einem Durchmesser grosser als 600 A, z.B. 
GUL Oder multilamel lare Liposomen. sowie nicht verkapselte Wirk- 
stoffe und uberschussige, dispergierte Lipide abtrennen und so eine 
wassrige Phase mit einer Fraktion KUL von relativ einheitlicher 
Grosse erhalten. 
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Nach Abtrennung von grossen unilame 1 laren (GUL) und mult i lame 1 lar en 

Liposoraen mit einer der genannten Methoden lasst sich die erfolgte 

Bildung von kleinen uni lams 1 laren Liposoraen und ihr Gehalt in 

wassriger Phase in an sich bekannter Weise anhand verschiedener 

physikalischer Messraethoden nachweisen, z.B. mit ge f r iergebrochenen 

(freeze fracture) Proben und Diinnschnit ten ira Elektronenmikroskop 

Oder durch Rontgendif f rakt ion , durch dynamische Lichtstreuung, durch 

Massenbestinnnung des Filtrats in der analytischen Ultrazentrifuge 

und vor allera spektroskopisch , z.B. im Kernresonanzspekt rum (^H.^^C 
31 

und P). So ergeben beispiel sweise scharfe Signale rait schmaler 
Linienbreite im Kernresorianzspektrum einen Hinweis auf erfolgte 
Bildung von unilamel laren Liposoraen mit einem Durchmesser kleiner 
als ca, 1000 Scharfe Signale bei 6 ca. 0,89 ppm (-CH^), 6 ca. 
1,28 ppm (-CH^-) und 6 ca. 3,23 ppm (-N(CH^)^) s ind z B . f ur 
verfahrensgemass erhaltene unilamel lare Liposoraen mit Phosphat idyl- 
cholin als Bestandteil charakteris t isch . Im Kernresonanzspektrum 
sind solche Signale fiir unilamellare Liposoraen typisch und unter- 
scheiden sich von gemischten Mizellen, z.B. aus Phosphol ipiden , z.B. 
Lecithin, und Tensiden/ z.B. Cety 1 tr iraethy lammoniumbromid . Fur 
geraischte Mizellen mit diesen Komponenten ist ein Methylsignal bei 6 
ca. 0,89 ppm charakteris t isch , welches zu einem Triplett aufgespal- 
ten ist und eine wesentlich geringere Linienbreite hat als das 
Methylsignal (Singlett) (ebenfallsbei 6 ca. 0,89 ppm) das von 
unilaraellaren Liposoraen staramt. 

Die erf indungsgemass erhaltlichen Liposoraen (KUL und GUL) sind 
geeignetfe Tragersys tem , -we Iche in wassriger Phase zur Solubili- 
sierung von lipophilen Stoffen, z.B. f e t t los 1 ichen Farbstoffen, zur 
Stabilisierung von hyd rolyseempf ind 1 ichen Stoffen, z.B. 
Prostaglandinen, zum Einschluss von Schad 1 ingsbekarapf ungsmit t e In , 
z.B. zur Veranderung des Wirkungsprofils von Dichlorphos , zura 
Einschluss von Nahrungsmittelzusatzen , z.B. zwecks Aenderung des 
Adsorptionsverhal tens von Vitaminen oder Farbstoffen, oder zur 
Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, Enzyraen, Antikorpern, 
Horraonen, Genen , Viren, Vitaminen oder Zel lorgane 1 len in die Zellen 
einer Zellkultur verwendet werden konnen. 
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Wassrige- Phasen, welche die erf indungsgeinass erhaltlichen Liposome 
mit verkapselten Wirkstoffen enthalten, sind Verbre ichungs sys teme , 
welche sich, gegebenenf al Is nach Konzent rierung oder Isolierung der 
Liposomen, z.B. durch Ul trazentrif ugieren , zu therapeut i schen 
Zwecken fur die orale (p . o . ) , parenterale (i.v.. i.m. oder i.p.) 
Oder top_Lkale Verabreichung eignen. 

Bei oraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Liposomen- 
basLS einen Wirkstbff, beispielsweise Insulin, das im Verdauungs- 
trakt unbestandig ist, schiitzen oder seine Resorption verbessern. 
Fur die orale Verabreichung kann die Liposomen-hal t ige wassrige 
Ph ase mit p>harmazeutisch unbedenkl ichen Verdiinnungstniteln oder 
Tragern oder mit iiblichen Zusatzen, z.B. Farbstoffen oder Ge- 
schmacksstof fen, vermischt und als Sirup oder in Form von Kapseln 
verabreicht werden. 

Bei parenteraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf 
Liposomenbasis beispielsweise die Verweilzeit z.B. von Desferriox- 
amin, siehe Guilmette R.A. et al . , Life Sci, 22 (4) 313-320, 1978, 
Oder Gentamycin, siehe Scheld W.M. et al., Clin. Res. 26, No. 1, 59 

A, 1978, in einem Organismus verlangern. Ebenso wird die .Verweilzeit 
von verkapselten Chelatbi Idern , z.B. EDTA ( Aethylendiamintetra- 
essigsaure), in Organismen verlangert, so dass man durch Chelat- 
bildung Schwermetal le besonders aus Leber, Milz oder Nieren ent- 
fernen kann, siehe Rahmann et al , Science, Vol 180,300-302, 1973, 
und J. Lab. Clin, Med, 640-647, 197A. Mit Verabreichungssystemen auf . 
Liposomenbasis kann man Wirkstoffe im Myokard anreichern, siehe 
Landesraann et al , Science Vol. 198. 737-738, 1977. Antiinflam- 
raatorisch wirkende Stoffe, z.B. Cortisol, siehe Nature 271, No, 
5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren , siehe Anal. Biochem. 
89, No. 2, 400-07, 1978, kann man in der Gelenkf liis s igkei t und 
Cytostatika in Tumorgewebe, siehe Uebers ichtsart ike 1 von Kaye St. 

B. , Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die vielen darin 
zitierten Literaturst el len , anreichern. Manche Chemotherapeut ika in 
der Krebstherapie sind weniger toxisch und besser vertraglich, wenn 
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sie in Liposomen verkapselt verabreicht werden, z.B. liposom- 
verkapseltes Actinoirycin D, siehe Rahman et al , Proceedings of the 
Society for Experimental Biology and Medicine 146, 1173-1176, 1974, 
Methotrexat, siehe Lesermann L.D. et al. Proc . Natl. Acad. Sci, 77, 
No. 7, 4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 
Arabinosid, siehe Miihlensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 
1602-07, 1981. Liposomen konnen zur Einschleusung von Wirkstoffen, 
z.B. Enzymen, Pept idhorraonen . Genen oder Viren in das Cytoplasma von 
Zellen in lebenden Organisraen, z.B. zur Einschleusung von 
Asparaginase, siehe Uebersichtsartikel von Finkelstein M. und 
Weissmann, G, , J. Lipid Research , Vol. 19, 1978, 289-303, von 
Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G, und Ryraan B.E., Eur. 
J.Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neurominidase , siehe Gregoriadis 
et al., Biochera. J. (1974) 140, 232-330, zur Verankerung spezi- 
fischer Erkennungsraolekule , z.B. raonoklonaler Antikorper, zwecks 
zielgerichteter Einschleusung in definierte Zielzellen, siehe 
Lesefman et al., Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur Immun- 
stimulation als Adjuvans bei Impfungen, z.B. gegen Leishmaniasen, 
siehe New R.R.C. et al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur 
induzierten Freisetzung von Wirkstoffen durch Signale wie Tempera- 
turerhbliungen, z.B. in entzundetem Gewebe, oder pH-Wert Aenderungen 
verwendet werden. Fiir die parenterale Verabreichung konnen die 
konzentrierten oder isolierten Liposomen in einer geeigneten 
Tragerfliissigkeit , beispie 1 swe ise in sterilem dest il liert em Wasser 
Oder in phys iologischer Kochsal zldsung , suspendiert werden. 

Herstellung der horoogenen Schicht der Lipidkomponenten 
Die Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten kann in 
an sich bekannter Weise erfolgen. Be ispie 1 sweise lost man zunachst 
das Tensid der Form.el lA, z.B. Cetylpyrid iniumchlor id und das Lipid , 
z.B. Ei-Lecithin, gegebenenf al Is unter Zumischung eines lipophilen 
Wirkstoffs, z.B. Proteins, das bei der Bildung der Liposomen in der 
Lipidschicht eingeschlossen wird in einem organischen Lbsungs- 
mittel auf. Durch Entfernen des organischen Lbsungsraittels , am 



zweckmassigsten im Vakuum oder durch Abblasen mit Inertgas, z.B. 
Stickstoff, stellt man eine aus einem Film bestehende homogene 
Schicht der Lipidkomponentcn her. 

Die Auswahl des betreffenden Losungsmi t t.els ist von der Loslichkeit 
der betreffenden Lipidkoraponenten darin abhangig. Geeignete Ldsungs- 
mittel sind beispielsweis^ unsubs t ituierte oder subs t ituierte , z.B. 
halogenierte , al iphat ische , eye loal iphat ische , aroraatische oder 
aroraatisch-aliphatische Kohlenwasserstof fe, z.B. Benzol, Toluol, 
Methylenchlorid oder Chloroform, Alkohole, z.B. Methanol oder 
Aethanol, Niederalkancarbonsaurees ter , z.B. Ess igsaureathy les ter , 
Aether, z.B. Diathy la ther , Dioxan oder Tetrahydrof uran , oder 
Mischungen dieser Ldsungsmit tel . 

Eine homogene Mischung kann man auf die in der DE-A 28 18 655 
beschriebene Weise durch lyophil is ieren aus organischer Ldsung 
herstellen. Man erhalt die homogene Schicht in Form eines Schaums. 

Die in der Beschreibung erwahnten ionischen Tenside, z.B. die 
kationischen Tenside der Forrael lA und die anionischen Tenside der 
Forroel IB sind bekannt. Die Herstellung dieser Tenside ist in dem 
Standardwerk "Cat ionic surfactants" von Eric Jurigermann, Dekker, 
New York 1970, beschrieben, Eine Uebersicht uber samtliche im Handel 
befindlichen anionischen und kationischen Tenside, sowie die 
Warenzeichen, unter denen diese Tenside von den Hers tel lerfirroen 
vertrieben werden, gilt das jahrlich neu erscheinende Handbuch 
"Mc Cutcheon's, Emulsifiers & Detergents", Manufacturing 
Confectioner Publishing Co. Die Tenside der Forraeln I B und I C sind. 
bekannt oder kdnnen falls sie neu sind, in an sich bekannter Weise 
nach den im Standardwerk von Knight C.G., Liposomes, Elsevier 1981, 
Kapitel 3, angegebenen Vorschriften hergestellt werden. Die weiter 
vorn genannten Lipide sind bekannt und gross tente i Is handelsiib 1 ich . 

Die folgenden Beispiele veranschaul ichen die Erfindung, ohne sie zu 
beschranken. Teraperaturen sind in Grad Celsius und chemische 
Verschiebungen (6) im NMR-Spektrum in ppm angegeben. 
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Beispiel_l: Man lost 10 n.g Ei-Lecithin and 0.05 mg Cetyltrimethyl- 
anm,oniumb.romd in 2 .nl einer Chloroform/ Kethanol-Mischuug (2..1) und 
dampft diese Losung im Vakuum im Rotat ionsverdampf er ein. Zur 
Bildung von unilamellaren Liposoraen dispergiert man bei Raum- 
temperatur den filmartigen RUckstand in 1 ml Wasser durch 5-10 
Minuten langes Schutteln. Man erhalt eine leicht opaleszierende , 
wassrige Phase. 



Die erfolgte Bildung von kleineri unilamellaren Liposomen ist im 
NMR-Spektrum durch die Signale 6 = 1,28 (Methylen). 6 = 0.86 

13)3: 



(Methyl) und 5 = 3,25 (-N(CH,),) erkennbar. 



Die gebUdeten unilamellaren Liposomen konnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar gemacht werden. Die Liposomendispers ion wird zunachst der 
Ublichen Gefrierbruchmethode ( f reeze-f racture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich zwei "Populationen" von unilamellaren Liposomen vor. 
die sich durch ihre durchschnittliche Grbsse unterscheiden: 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von ca. 
200-600 A und 

2. Grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem Durchmesser von ca. 
1 ,000 - 10,000 k. 

°^^^P^^^ ^ - Beispiel 1 lost man pro Versuch 10 mg Ei-Lecithin 

und eine steigende Menge Cetyl trimethy lammoniumbromid (CTAB. siehe 
Tabelle) in je 2 ml einer Chloroform/Methanol-(2:l)-Mischung , dampft 
ein und .dispergiert in Wasser. Man erhalt eine opaleszierende 
wassrige Phase, welche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) uni- 
lamellaren Liposoraen besteht. 
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Tabelle 1 





Konzent rat ion 


Ausbeut 


Versuch Nr • 




rn 


1 


0, 1 


10 


2 


0,2 


10 


3 


0,5 


10 


A 


1,0 


10 


5 


2,0 


12 


6 


5,0 


14 


7 


7,0 


20 


8 


10,0 


40 


9 


15,0 


70 



Beispiel 3; Man lost pro Versuch 10 mg Ei-Lecithin und eine 
steigende Menge Cetylpyridiniumchlorid (CPC, siehe Tabelle 2) oder 
Benzalkoniumchlorid (BAG, siehe Tabelle 3) in je 1 ml einer 
Chlorofomi/Methanol - (2:1) - Mischung, dampft diese Ldsung im 
Vakuum ein und dispergiert in 1 nil Wasser durch fiinf bis zehn 
Minuten langes Schutteln. Man erhalt eine opaleszierende, wassrige 
Phase, velche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) unilarael laren 
Liposornen besteht. 

Tabelle 2: 



Versuch Nr, 



1 

2 
3 
4 
5 
6 



Konzentrat ion 



1,0 
1,5 
2,0 
2,5 
3,0 
3,5 



Ausbeute KUL 

m 

10 
15 
20 
20 
25 
30 
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Tabelle 3; 



Vereuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 

■ . BAG fg/n . rn 

0,5 2 

1.0 5 



1 

2 

3 2,0 5 

^ 3,0 10 

5,0 15 



5 



6 10,0 60 

Beispiel 4; Man lost pro Versuch 10 rag Ei-Lecithin und eine 
steigende Menge an Texapon N 25® (Natriumlaurylathersulf at , 
siehe Tabelle 4), Octadecylphospho-D-mannit (OPM, siehe Tabelle 5) 
Oder Natriumdodecylsulfat (SDS. Tabelle 6) in je 2 ml einer 
Chloroforni/Metanol-(2:l)-Mischung, dampft diese Losung im Vakuum 
ein und dispergiert in 1 ml Wasser durch fiinf bis zehn Minuten 
langes Schiitteln. Man erhalt eine opaleszierende, wassrige Phase, 
welche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) unilamellaren Liposomen 
besteht. 



Tabelle 4: 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 
Texapon N 25 fg/ll ffl 



1 

2 
3 
4 



1,0 2 

2,0 5 

3,0 5 

4,6 10 
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Tabelle 5: 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 

. — fg/n ' m 

1 l.Q 10 

2 2,0 15 

3 3,0 20 



Tabe 1 le 6 ; 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 





SDS Te/n 


m 


1 ' 


1,0 


5 


2 


2,0 


8 


3 


3,0 


10 


4 


4,0 


12 


5 


5,0 


15 


6 


6,0 


15 


7 


7,0 


20 


8 


8,0 


30 


9 


9,0 


35 



Beispiel 5 ; Man lost jeweils eine Gesamtmenge von 10 mg enthaltend 
den in den Tabellen 1-3 angegebenen Anteil an Natriutn-2 , 2-diinethyl- 
3-paliDitoyloxypropylhydrogenphosphat (Tabelle 7), Natrium-l- 
palmitoyllysophosphatidylglycerin (Tabelle 8) und Natrium-l- 
palmitoyllysophosphatidylserin (Tabelle 9) und die ent sprechende 
Menge Ei-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chi or o form/Me thanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Ldsung im Rotat ionsverdampf er ein. An- 
schliessend dispergiert man den filmartigen Ruckstand in 1 ml 
destilliertem Wasser und neutral is iert durch Zugabe von 0,1 N 
Natriurahydroxid-Losung. Man erhalt eine opaleszierende wassrige 
Phase. 
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Tabelle 7: 



Konzentrarion Ausbeute 



2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

11 

12 

13 



0.5 
1,0 
1.5 
2,0 
2,5 
3,0 
^.0 
5,0 
6,0 
7,0 
8,0 
9.0 
9,5 



7 
13 
19 
23 
26 
30 
37 
60 
83 
90 
95 

100 

100 



Bex ei„e„ Anteil von .ehr ,U 60 Jf Te„si<, enth.U.n die 
KUL-Fra.cio„e„ ^^^^^^^ 



Tabelle 8: 



Konzentration Ausbeute 
^ 1,0 



10 



1.5 
2,0 

2.5' 

3,0 

3,5 

A.O 

4,5 

5,0 

6,0 



6 
10 
15 
17 
20 
25 
27 
30 
33 
AO 
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Tabelle 9; 



Konzentrat ion Ausbeute 

Versuch Nr. Tens id | g/l | KUL Tfl 

1 1 5 . 

.2 2 8 

3 3 13 

A 4 18 . 

5 , 5 20 

6 fi n c 



Beispiel 6 ; Man lost 3 mg eines in der Tabelle 10 genannten Tensids 
und 7 mg Ei-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chloroform/Methano 1 
Mischung (2:1) und dampft diese Losung ein. Der filmartige Riickstand 
wird in 1 ml Wasser dispergiert. Anschliessend neutralisiert man 
durch Zugabe von 0,1 N Natriumhydroxidlosung . Man erhalt eine 
opaleszierende , wassrige Phase. 



Tabelle 10: 



^^^^^^ - , • Ausbeute KUL"] 

2- Hydroxyathyl-3-palmitoyloxypropylphosphat 20 
2 1 2-Dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydrogen- 

phosphat 50 

3- Cetyloxypropyl-2-hydroxyathylphosphat 29 
2^Bromathyl-cetylphosphat 30 
n-Eicosyl-2,3-(2, 2-propylen)-dioxypropylphosphat 18 
3-Stearyloxypropylhydrogenphosphat 8 
2 , 3-Dihydroxypropyl-myristylph6sphat 34 
3-Cetyloxypropylhydrogenphosphat 19 
2, 3-Dihydroxypropyl-n-eicosylphosphat 8 
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Cetyl-2 , 3-dihydroxypropylphosphat 25 
Methyl-3-stearoyloxypropylphosphat 45 

Beispiel 7; Man lost 20 mg (0,026 inMol) Sojalecithin, 1 nig (0,76 
ViMol) N-Acetylmuraniyl-L-alanyl-2-(l' ,2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3'- 
phosphoryD-athylamid und 5 nig n-Hexadecylpyridiniurachlorid in 2 ml 
einer Chloroform/Methanol-Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Rotationsverdampfer ein. Der filmartige Riickstand wird in 3 ml 
destilliertem Wasser funf Minuten lang geschuttelt . Man erhalt eine 
opaleszierende, wasErige Phase. Man puffert anschliessend die 
wassrige Dispersion durch Zugabe von 0,2 ml eines zehnfachen 
Konzentrats von Phosphat-gepuf ferter , isotonischer Kochsalzlosung 
(PBS fiir Injektionszwecke) auf den pH-Wert von 7, A ab. 

Beispiel 8; Man lost 30 mg (0,04 mMol) Sojalecithin, 2 mg (0,004 
mMol) Flumethason-21-pivalat und 8 mg (0,002 mMol) n-Hexadecyl- 
pyridiniumchlorid in 3 ml einer Chi or o form/Me thanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losung im Rotationsverdapf er ein. Der filmartige 
Riickstand wird in 3 ml destilliertem Wasser funf Minuten lang 
geschuttelt. Man erhalt eine opaleszierende, wassrige Phase. 
Anschliessend puffert man wie im Beispiel 7 beschrieben auf den 
pH-Wert von 7,4 ab. 

Beispiel 9: Man lost 30 mg (0,040 mMol) Sojalecithin und 15 mg 
(0,042 mMol) Lanette E ® (Natrium-stearyl- oder palraityl sul f at ) in 
8 ml einer tert-Butanol/Methanol Mischung (4:1) bei 70' und dampft 
diese Losung im Vakuura ein. Der filmartige Riickstand wird mit 3 ml 
destilliertem Wasser funf Minuten lang geschiittelt. Man erhalt eine 
opaleszierende, wassrige Phase, welche man wie im Beispiel 7 
beschrieben auf den pH-Wert von 7,4 abpuffert. 

Beispiel 10: Man lost 20 mg (0,026 mMol) Sojalecithin, 1 mg 



(0,76 Mol) N-Acetylniuramyl-L-alanyl-2-(l' ,2•-dipalraitoyl-sn- 
glycero-3•-phosphory l)-athylamid und 10 mg (0,028 mMol) Lanette E ® 
in 6 ml einer tert-Butanol/Mcthanol Mischung (4:1) bei 70" und 
dampft diese LSsung im Rotationsverdampfer ein. Der filmartige 
Ruckstand wird in 2 ml destilliertem Wasser 5 Minuten lang ge- 
schuttelt. Man erhalt eine opaleszierende , wassrige Phase. 

Diese wird in eine geruhrte Ultrafiltrationszelle (Amicon ®) , 
eingefuUt, die anstelle des Ultrafilters mit einera geradporigen 
Filter aus Polycarbonat (Nucleopore ®) mit einem Porendurchmesser 
von 0,1 vim versehen ist und partikelfrei gewaschen wurde, und unter 
geringera Ueberdruck und stetiger Zufuhr von steril f iltrierter 
Pufferlbsung nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) eo filtriert, 
dass das Voluraen in der Zelle nicht unter 30 ml sinkt. Nach Durch- 
tritt von 0,3 1 Filtrat sind alle KUL abgetrennt und die iiber- 
stehende Dispersion an GUL kann ampulliert und fur Behandlungs- 
versuche eingesetzt werdeii. 

Beispiel 11; Man lost 30 mg (0,04 mMol) Sojalecithin, 4 mg (0,081 
mMol) Fluraethason-21-pivalat und 10 mg (0,028 mMol) Lanette E ® in 
6 ml einer tert-Butanol/Methanol Mischung (4:1) bei ca, 70' und 
dampft diese Losung im Rotat ionsverdampfer ein. Der filmartige- 
Ruckstand wird in 3 ml destilliertem Wasser geschiittelt. Man erhalt 
eine opaleszierende, wassrige Phase. Nach Einfullen in eine geruhrte 
Filterzelle (Totalvoluraen 100 ml) gemass Beispiel 10 wird unter 
Zugabe von sterilera, partikelfrei filtriertem Wasser so lange 
filtriert, bis 500 ml Filtrat gesamraelt sind. Dieses Filtrat wird in 
eine geruhrte Filterzelle, die mit einem Ultrafilter, z.B. Amicon U 
10 ®, bestiickt ist, kontinuier 1 ich eingespeist und auf ein Volumen 
von 30 ml konzentriert . Die konzentrierte Dispersion enthaU kleine, 
unilaraellare Liposomen und kann nach Zugabe eines Konzentrats von 
Phosphatpuffer nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) ampulliert und 
fiir Behandlungsversuche eingesetzt werden. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von uni lame 1 laren Liposomen in wassri- 
ger Phase, dadurch gekennzeichnet , dass man eine hoinogene Mischung 
eihes ionischen Tensids und eines Lipids in wassriger Phase bei 
einer Konzentrat ion niedriger als die kritische Mizellbildungs- 
konzentration (croc-critical tnicelle concentration) des Tensids in 
der betreffenden Phase dispergiert und, wenn notwendig, die erhalt- 
liche wassrige Phase neutralis iert und , wenn erwunscht , die erhalt- 
lichen unilamel laren Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Mischung eines anionischen oder kationischen Tensids 
dispergiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Mischung eines kationischen Tensids der Formel: 



R 

i® (I A), 

c 

worin R einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwassers toff rest , 
a 

R^ Niederalkyl, Phenylniederalkyl oder Hydroxy, R^ und R^ Nieder- 

Ikyl Oder R^ und R^ zusammen mit dem St ickstof f atom einen gegebe- 
nenfalls an einem Kohlenstoffatora substituierten, aliphat ischen 
Heterocyclus und R^ Niederalkyl oder R^ , R^ und R^ zusammen mit dem 
Stickstof fatom einen gegebenenfalls an einem Kohlenstof f atom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus und Y ein Anion dar- 
stellen und eines Lipids dispergiert. 



a 
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A. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
hoiDOgene Mischung von N-Benzyl N , N-d j.raethy l-N-2-[2-( A-( 1 , 1 , 3 , 3- 
tetrainethylbutyl)-phenoxy)-achoxy]-athylannDoniochlorid, N-Benzy'l- 
N ,N-diTnethyl-N-2-[2-( 3-methyl-A-( 1,1,3, 3-t etraraethy Ibutyl )-phenoxy)- 
ath6xy]-athylammoniochlorid (Methy Ibenzethoniumchlorid ) , n-Dodecyl- 
triraethylammoniochlorid oder -bromid , Triniethyl-n-tetradecyl- 
ammoniochlorid Oder -bromid, n-Hexadecy 1 t rime thylammonioch lor id oder 
-bromid (Cetyl tr imethylamraoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder -bromid, Ae thy 1-n-dodecy Id imethyl- 
amraoniochlorid oder -bromid. Aethyld imethy 1-n-t etradecy lammonio- 
chlorid Oder -bromid, Aethyl-n-hexadecy Id imethylammoniochlorid. oder 
-bromid, Aethyldimethyl-n-octadecy lararaoniochlor id oder -bromid, 
n-Alkyl-benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkonium- 
chlorid oder -bromid), z.B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid 
Oder bromid, Benzy Idimethy 1-n-tet radecylaramoniochlor id oder -bromid, 
Benzyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyl- 
dimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Dodecy 1 )-pyr idinioch lorid oder 
-bromid, N-(n-Tetradeyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexa- 
decyU-pyridiniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniurachlor id) oder 
N-(n-Octadecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid oder eine Mischung. von 
diesen Tensiden und eines Lipids dispergiert. 

5- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Mischung eines anionischen Tens ids der Formel: 

a) eine Verbindung der Formel: 

[r^-(0-A)^-b]®Z® (I B) 

worin einen gegebenenf al Is substituierten Kohlenwasserstof frest , - 
A Niederalkylen, ra null (direkte Bindung) oder eins, B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe und Z® ein einvertiges Ration darstellen, oder 
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b) eine Verbindung der Formel: 



R, (O) 



R,-CH^-C-CH^-0-P-0-R^ 



^2 0® 



worxn m null oder eins ist . einer der Reste R^ und R, Wasserstoff. 
Hydroxy. Niederalkyl ™it 1-4 C-Aton.en und der andere Rest Alkyl. 
Alkenyl, Alkoxy. Alkenyloxy oder Acyloxy mit je 10-20 C-Atomen 'r 
Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und R, gegebenenfalls 
substituiertes Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen. einen Kohlehydratres t 
mit 5-12 C-Atomen oder. wenn beide Reste R^ und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten. und Z® ein ein- 
wertiges Ration bedeutet, oder 

c) eine Verbindung der Formel 



I' 



^1 ~ ^^2 " - CH^ - O - P -'oh 



(I D). 



0® 



worin Rj, R^. und Z® die unter Formel (I C) genannten Bedeutungen' 
haben, und eines Lipids dispergiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch gekennzeichnet. dass man eine 
homogene Mischung enthaltend ein Alkalimetallalkylsulfat (m = o) , 
z.B. Natrium Oder Kal ium-n-dodecyl ( lauryl)-sul f at . -n-tetradecyl 
(myristyl )-sul fat., -n-hexadecyl (ce tyl )-sul f at oder -n-octadecyl 
(stearyl)-sulfat, ein Alkalimetallalkylathersulfat (m = 1), z.B. 
Natrium- oder Kal ium-n-dodecyloxyathylsul fat , -n-tetradecyloxy- 
a-thylsulfat. -n-hexadecy loxyathylsul f at oder -n-octadecyloxy- 
a-thylsulfat Oder ..ein Alka 1 imet al lalkansul f onat . z.B. Natrium- oder 
KaUum-n-dodecansulfonat. n-tetradecansul fonat . n-hexadecansul f onat 
Oder -n-dodecansul fonat. das Natrium- oder Kaliumsalz des Lyso- 
phosphatidylserins. z.B. das Natrium- oder Kaliumsalz des Lyso- 
phosphatidylserins aus-dem Rinderhirn oder das Natrium- oder 
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Kaliumsalz eines synthetischen Lysophosphat idyl set ins , . z.B. Natrium- 
Oder Kalium-l-™yristoyl- oder -l-palmitoyllysophosphatidylserin, 
Oder das Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphatidylglycerins , 
Oder Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen Phosphatidsaure , 
z.B. Ei-Phosphatidsaure, das Natrium- oder Kaliumsalz einer 
naturlichen Lysophosphatidsaure. z.B. Ei-Lysophosphatidsaure , das 
Natrium- oder Kaliumsalz einer synthetischen Lysophosphatidsaure, 
z.B. 1-Lauroyl-, 1-Myristoyl- oder 1-Paln.itoyllysophosphatidsaure . 
Oder einer Mischung von diesen Tensidenund eines Lipids disper- 
giert. 

7. Verfahren nach einera der Anspruche 1-6. dadurch gekennzeichneC . 
dass man als Lipid eine Verbindung der Formel 

(0) 

- CH^ - C - CH^ O - P - 0 - (IC). 
^2 OH 

worin m, , R^, R^ und R^ die unter Formel I C genannten 
Bedeutungen haben und R^ ausserdem durch Triniederalkyl 
oderAmino substituiertes Niederalkyl ist, dispergiert. 



ammonio 



8. Verfahren nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet . dass man als 
Lipid ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus 
Sojabohnen (R^ = 2-Trimethylammonioathyl ) , ein naturliches Kephalin, 
z.B. Ei-Kephalin oder Kephalin aus Sojabohnen (R^ = 2-Aminoathyl ) . 
ein synthetisches Lecithin (R^ = 2-Trimethylammonioathyl) oder ein 
synthetisches Kephalin (R^ = 2-Aminoathyl) der Formel (I C) 
bevorzugt. worin R^ und R^ identische Acylokyreste , z.B. Lauroyloxy, 
Oleoy.loxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B.' 
Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, Disteararoyl-. Diarachin- 
oyl-, Dioleoyl-, Dilihoyl-, Dilinoleoyl-, oder Diarachinoyllecithin 
Oder -kephalin, R^, und R^ verschiedene Acyloxyreste , z.B. R^ 
Palmitoyloxy und R^ Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoyl-lecithin 
Oder -kephalin, R^ und R^ identische Alkoxyreste. z.B. Tetradecyloxy 
Oder Hexadecyloxy, z.B. Ditetradecy 1- oder Dihexadecyl lecithin oder 
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-kephalin, Alkenyl und Acyloxy, z.B. ein Plasmalogen (R, = 
Trimethylamraonioathyl) , oder R^ Acyloxy, 2,B. Myristoyloxy oder 
Palmitoyloxy, und R^ Hydroxy, z.B. naturliches oder synthe t isches 
Lysolecithin oder Lysokephalin , z.B. l-Myristoyl- oder 1-Palraitoyl- 
lysplecithin oder -kephalin, und Wasserstoff darstellen, disper- 
giert, 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine homogene Mischung aus einem Tensid der Formel I A, 
insbesondere N , N-Dimethyl-N-2-[2-( A-( 1 , 1 , 3 , 3-tetramethylbu tyl )- 
phenoxy)-athoxy]-athylainmoniochlorid , N-Benzy 1-N , N-dimethyl-N-2- 
[2-(3-methyl-A-( 1 , 1 , 3 , 3-tet ramethylbutyl )-phenoxy)-athoxy]-athyl- 
ammoniochlorid (Methylbenzethoniumchlorid ) , n-Dodecyl tr imethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, Trime thyl-n-tetradecylannnoniochlorid 
oder-bromid , n-Hexadecyl tr imethylammoniochlorid oder -bromid 
(Cetyltrimethylammoniumchlorid oder -bromid), Tr imethyl-n-oct adecyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, Aethy 1-n-dodecy Idimethylammoniochlorid 
Oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tet radecylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyl-n-hexadecyldimethylamraoniochldrid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl- 
benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumch lorid oder 
-bromid), z . B , Benzyl-n-dodecy Idimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyldimethl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethylamraoniochlorid oder -bromid oder Benzyld imethyl-n- 
oct adecylammoniochlor id Oder -bromid, N-(n-Decyl ) -pyridiniochlorid 
Oder -bromid, N-(n-Dodecyl )-pyridiniochlor id oder -bromid, N-(n- 
Tetradecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexadecyl )-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cety Ipyridiniumchlor id) oder N-(n- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anionischen 
Tensid der Formel IB, insbesondere Natrium oder Kal ium-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat , -n-tetradecyl (myris tyl )-sul f at , -n-hexadecyl 
(cetyD-sulfat oder -n-octadecyl ( s teary 1 )-sul f at , Natrium- oder 
Kaliura-n-dodecyloxyathylsulfat , -n-tet radecy loxyathy Isul f at , 
-n-hexadecyloxyathylsulfat oder -n-octadecy loxyathylsul fat , oder 
einem anionischen Tensid der Formel I C, insbesondere Natrium- oder 
Kalium-2,2-dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydrogenphosphat , Natrium- 



Oder Kalium-l-palraitoyllysophosphatidylglycerin, Natrium- oder 
Knlium-l-palmitoyllysophosphatidylserin, und einetn Lipid der Forrael 
I C, worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myris toy loxy , 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R^ 2-TriTDe thyl- 
ammonioathyl , z.B, ein natiirliches Kephalin, z.B. Ei-kephalin-oder 
Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-Aininoathyl , z.B. ein natiirliches 
Lecitin, z,B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen, dispergiert. 

10. Verfahren nach einera der Anspriiche 1-9, dadurch gekennze ichnet , 
dass man eine homogene Mischung eines Tensids und eiries Lipids 
gemass Anspruch 9 und eines phannazeut ischen Wirkstoffs dispergerit. 

11. Verfahren nach eihem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet , ' 
dass man eine homogene Mischung aus einem anionischen Tensid der 
Formel I B, Ei-Lecithin und einem Muramy Ipept id dispergiert. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet, 
dass man eine homogene Mischung aus einem kationischen Tensid der 
Formel I A, Sojalecithin und einera Muramylpept id dispergiert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man 
eine homogene Mischung aus n-Hexadecylpyridiniurach lorid , Soja- 
lecithin und N-Acetylrauramyl-L-alanyl-2-(l' ,2•-dipalmitoyl-sn- 
glycero-3•-phosphoryl)-athylaraid dispergiert. 

16. Verabreichungssystera auf Liposoraenbas is fiir verkapseltes 
N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-( 1 ' , 2 ' -dipalmitoyl 
-sn-glycero-3'-phosphoro)-athylamid , hergestellt nach den Verfahren 
gemass Patent anspruch 1. 

17. Pharmazeutische Zusammenset zung enthaltend ein Verabreichungs- 
systera auf Liposoraenbas is fiir verkapselte Wirkstoffe gemass Anspruch 
15, verraischt mit pharmazeut isch vertrag 1 ichen Zusat zstof fen. 
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18. Verabreichungssystem gemass Anspruch 15 zur Anwendung bei der 
Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdrpers. 

19. Pharraazeutische Zusamniensetzung gemass Anspruch 15 zur Anwendung 
bei der Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers, 

20. Die Methode der Behandlung von Erkrankungen des menschlichen 
Oder tierischen Korpers mit Verabreichungssysteraen gemass 
Anspruch 15. 



FO 7.4 RS/eg* 



